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RESUMEN 
 
La tuberculosis pulmonar se ha convertido en un problema de salud pública 
debido al incremento de la fármacorresistencia desarrollada por Mycobacterium 
tuberculosis a los fármacos de primera línea. Se ha propuesto que la condición de 
resistencia se debe en parte a la acumulación de mutaciones en algunos genes 
involucrados con los mecanismos de acción de los fármacos, por lo que en el presente 
trabajo se llevó a cabo la secuenciación de los genes rpsL, rrs, katG, inhA, rpoB, embB y 
pncA en una selección de aislados clínicos de M. tuberculosis que fueron agrupados 
conforme a los diferentes fenotipos de resistencia a los fármacos de primera línea. Se 
encontró que de 16 cepas resistentes fenotípicamente a estreptomicina, sólo se hallaron 
mutaciones en el 25% de las cepas dentro de los genes rrs y rpsL; el 6.25% mutantes en 
rrs y el 18.75% en gen rpsL. De 19 cepas resistentes a isoniazida, el 68.41% mostraron 
mutaciones en los genes katG e inhA. El 57.89% en katG y 10.52% en promotor inhA. 
De 4 cepas resistentes a etambutol, el 75% mostraron la mutación en el gen embB. De 
manera interesante, la misma mutación fue observada en 3 cepas sensibles a etambutol. 
Sólo el 23% (3/13) de las cepas resistentes a pirazinamida presentaron mutaciones en el 
gen pncA. Así mismo, se realizó un análisis de expresión diferencial entre las cepas 
H37Rv pansensible y CIBIN/UMD15-099 (CIBIN99) panrresistente a los fármacos de 
primera línea, utilizando microarreglos genómicos. Se llevó a cabo el análisis de los 
datos arrojados por los microarreglos Affymetrix. Los resultados mostraron que bajo las 
mismas condiciones de crecimiento, la cepa H37Rv y la cepa CIBIN99 no tienen 
diferencia significativa en su expresión génica; sin embargo, al someter a las cepas a un 
tratamiento con dimetilsulfóxido al 0.1%, se encontró una diferencia significativa entre 
los transcriptomas de ambas cepas. Estos resultados permiten proponer a un grupo de 
genes como candidatos relacionados con la fármacorresistencia de M. tuberculosis.  
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ABSTRACT 
 
 Lung tuberculosis has become an important health problem, with an increasing 
incidence in part because of a drug-resistance developed by M. tuberculosis related with 
gene mutations, which encoded target proteins of drugs. In this work, we performed a 
nucleotide sequence analyses for rpsL, rrs, katG, inhA, rpoB, embB and pncA genes. 
PCR assays were carried out in 26 clinical isolates classified, according to their drug 
resistance profile, in eight groups. Mutations on rpsL and rrs genes were found in 25% 
of streptomycine resistant isolates; 6.25% corresponding to mutations in rrs and 18.75% 
to mutations in rpsL. There were 19 isolates resistant to isoniazid, which 68.41% of 
them have mutations either in katG or inhA gene; 57.89% on katG gene sequence and 
10.52% in inhA promoter. Seventy percent of isolates resistant to etambutol have 
mutations on embB gene. Meanwhile, only 23% of pyrazinamide resistant isolates have 
mutations in pncA gene. Expression profile of M. Tuberculosis genome was also studied 
by comparing strain H37Rv, sensitive to first-line anti-tuberculosis drugs, and 
CIBIN/UMD15-099 (CIBIN99), resistant to the same group of drugs. Comparisons were 
performed with microarray data analysis using Affymetrix Genechips®. Microarray data 
were processed, and no statistically significant differences were found between H37Rv 
and CIBIN99. However, when mycobacterial cultures of same strains were exposed to 
dimethyl sulfoxide at 0.1%, microarray data revealed statistically significant differences 
on gene expression profiles between H37Rv and CIBIN99. These findings allow us to 
propose genes as new candidates associated to drug resistance in M. tuberculosis. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
La Tuberculosis pulmonar (TB) es una de las principales preocupaciones de la 
Organización Mundial de la Salud, ya que en los últimos años se ha observado un 
incremento en la incidencia de esta enfermedad. La mayoría de los casos ocurre en Asia 
(55%9), y en África (30%). Se han reportado casos en todo el mundo incluyendo Europa 
del Este y América, donde México también es uno de los países afectados. La 
Organización Mundial de la Salud tiene como una de sus prioridades un plan para la 
contención de la tuberculosis que pretende disminuir la incidencia, así como reducir la 
prevalencia y mortalidad para el año 2015 (WHO, 2009).  
 
Mycobacterium tuberculosis es el agente etiológico principal de la enfermedad. 
M. tuberculosis es un bacilo cuyas características fisiológicas y estructurales dificultan 
el tratamiento de la enfermedad. El tratamiento estándar consiste en la combinación de 
fármacos denominados de primera línea: rifampicina, isoniazida estreptomicina y 
etambutol o pirazinamida (Coll, 2003). 
 
Recientemente han aparecido cepas de M. tuberculosis resistentes a estos 
fármacos. Las más difíciles de combatir son las denominadas cepas 
multifármacorresistentes, las cuales son resistentes a cuando menos isoniazida y 
rifampicina, los dos medicamentos más potentes contra M. tuberculosis que se conocen 
actualmente (De La Iglesia and Morbidoni, 2006). La resistencia a los fármacos de 
primera línea posiblemente se generó por la acumulación de mutaciones debido a una 
terapia inadecuada. En 2008, se estimó que en el mundo había 440,000 casos de 
tuberculosis multifármacorresistente (TB MFR), representando el 3.6% de los casos 
totales de tuberculosis (WHO, 2010). 
 
Actualmente se han identificado algunos de los genes responsables de la 
resistencia a fármacos en M. tuberculosis, los cuales contienen mutaciones en las 
18 
 
secuencias codificantes (Jain and Dixit, 2008; Ramaswamy and Musser, 1998; 
Somoskovi et al., 2001). 
 
Sin embargo, existe la necesidad de identificar nuevos genes para vincular las 
características fenotípicas de M. tuberculosis resistente a varios fármacos para su 
adecuada clasificación. Además, a partir de la identificación de dichos genes se puede 
proponer mecanismos de acción que puedan ser blanco para el tratamiento de TB MFR.  
 
En este trabajo se determinaron las mutaciones asociadas a fármacos de primera 
línea, y se evaluó el perfil de expresión de genes relacionados con la condición de 
resistencia a fármacos de primera línea en M. tuberculosis. 
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2. HIPÓTESIS 
 
La resistencia de M. tuberculosis a fármacos de primera línea es debida a una 
alteración en la expresión de genes, y no solamente a la presencia de mutaciones en 
los genes rpsL, rrs, katG, inhA, rpoB, embB y pncA. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo General 
 
Identificar los genes que están vinculados con la condición de resistencia a fármacos 
de primera línea en Mycobacterium tuberculosis. 
 
 
3.2. Objetivos Particulares 
 
3.2.1. Identificar y seleccionar cepas de M. tuberculosis con diversas 
condiciones de sensibilidad y resistencia a fármacos de primera línea en la colección del 
Centro de Investigación Biomédica del Noreste del IMSS. 
3.2.2. Identificar, en las cepas seleccionadas, las mutaciones relacionadas con la 
condición de sensibilidad y resistencia a fármacos de primera línea. 
3.2.3. Evaluar los perfiles de expresión de genes en las cepas resistentes y 
sensibles a uno o varios fármacos de primera línea. 
3.2.4. Identificar genes candidatos para asociarlos a los fenotipos de resistencia 
a fármacos de primera línea. 
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4. ANTECEDENTES 
 
4.1. Tuberculosis Como Problema de Salud Mundial. 
 
La tercera parte de la población mundial está infectada con M. tuberculosis 
(WHO, 2009). Durante el 2008, se estimaron 9.4 millones de casos incidentes y 1.3 
millones de muertes por tuberculosis (WHO, 2009). La prevalencia de tuberculosis 
multifármacorresistente (MFR) es la proporción de casos de tuberculosis que presentan 
resistencia ante los fármacos de primera línea. Los países de Europa del Este, la ex-
Unión Soviética, China, y recientemente el África subsahariana se consideran regiones 
con alta incidencia de TB MFR. Aunado a la infección por M. tuberculosis, en la región 
de Sudáfrica se ha reportado la co-infección de pacientes con el virus de 
inmunodeficiencia humana (Zager and McNerney, 2008). Además, existen reportes de 
casos de TB MFR en prácticamente todo el mundo, incluyendo a México.  
 
4.2. Resistencia de M. tuberculosis a Fármacos. 
  
El tratamiento para Tuberculosis pulmonar, recomendado por la Organización 
Mundial de la Salud, consiste en un régimen basado en cuatro antibióticos de primera 
línea: estreptomicina (S), isoniazida (I), rifampicina (R), etambutol (E) o pirazinamida 
(P) (WHO, 2007). Sin embargo, probablemente debido a factores evolutivos y de 
tratamientos farmacológicos no adecuados o incompletos se han desarrollado cepas 
resistentes a estos fármacos (Jain and Dixit, 2008). La resistencia a por lo menos dos 
principales fármacos antituberculosis (R, I) se denomina multifármacorresistencia 
(CDC, 2006).  
 
También, la condición de resistencia se ha relacionado con las características 
estructurales de la pared celular de M. tuberculosis, lo cual dificulta la acción de los 
fármacos anti-TB (Coll, 2003), así como las bombas de flujo que intervienen en reducir 
la sensibilidad a fármacos antituberculosis (Escribano et al., 2007). 
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4.3. Mecanismos de Resistencia a Fármacos de Primera Línea. 
 
M. tuberculosis ha desarrollado su resistencia desde la introducción de los 
fármacos para su tratamiento. Razones de esta resistencia se debe a una acumulación de 
mutaciones en regiones codificantes o por la activación de enzimas que metabolizan a 
los fármacos. Se han reportado los mecanismos de acción de los fármacos de primera 
línea para el tratamiento de la tuberculosis. Por ejemplo, el etambutol (etilen-diamino-
dibutanol) inhibe la biosíntesis de la pared micobacteriana (Belanger et al., 1996). De 
manera similar, la pirazinamida inhibe la síntesis de los precursores de ácidos grasos de 
cadena corta que conforman la pared celular. La isoniazida impide la síntesis de ácidos 
micólicos. Mientras que la rifampicina inhibe la transcripción al unirse a la subunidad β 
de la RNA polimerasa (Parsons et al., 1997). El mecanismo de acción de la 
estreptomicina se fundamenta en el bloqueo de la traducción del RNA mensajero (Coll, 
2003). 
 
La resistencia a rifampicina se debe en un 95% de los casos a una mutación en el 
gen rpoB, codificante para la subunidad β de la RNA polimerasa (Negi et al., 2009). Una 
mutación del gen katG altera a la catalasa peroxidasa, lo que inhibe la activación de la 
isoniazida. Así mismo, una modificación en la subunidad 16S de rRNA confiere 
resistencia a estreptomicina; y mutaciones en el gen embB se encuentran en la mayoría 
de los casos de resistencia a etambutol (Jain et al., 2008; Ramaswamy and Musser, 
1998; Somoskovi et al., 2001). 
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4.4. Identificación de la Condición de Resistencia a Fármacos en M. 
tuberculosis.  
 
Recientemente, se ha hecho mucho énfasis en las técnicas que permitan 
identificar cepas multifármacorresistentes. Estas técnicas están basadas en la 
identificación de mutaciones relacionadas con la resistencia a los fármacos 
antituberculosos de primera línea en el genoma de las cepas de M. tuberculosis (Chaoui 
et al., 2009), incluyendo el desarrollo de pruebas de detección rápida para identificar la 
presencia de las mutaciones mencionadas (Brossier et al., 2010). 
 
Los genes rpoB (rifampicina), katG (isoniazida), inhA (isoniazida y etionamida), 
pncA (pirazinamida), embB (etambutol), rpoB (rifampicina) rrs (estreptomicina), rpsL 
(estreptomicina) y gyrA (fluoroquinolonas) han sido evaluados con técnicas moleculares 
como secuenciación, análisis heterodúplex, spoligotyping y microarreglos, para detectar 
resistencia a fármacos (Cheng et al., 2005). Por ejemplo, Chaoui et al. (2009) llevó a 
cabo un análisis de mutaciones en los genes katG, inhA, rrs, rpsL y embB de 199 cepas 
de M. tuberculosis. Se encontró que 66 cepas fenotípicamente resistentes a isoniazida, 
sólo el 77.3% presentaban una mutación en el codón 315 del gen katG, y el 3% en el gen 
inhp. Resistencia a estreptomicina se comprobó en 58 aislados, de los cuales el 12.1% 
tenía alteraciones en el codón 43 de rpsL, el 1.7% en el codón 88 y el 3.4% en el codón 
512 del gen rrs. Para etambutol, de 26 aislados resistentes, se observó la mutación en el 
codón 306 del gen embB en 11 de ellos. 
 
Se han valorado los polimorfismos genéticos involucrados en la resistencia de las 
cepas de M. tuberculosis utilizando técnicas de PCR, donde se ha reportado la detección 
rápida y directa de cepas resistentes a isoniazida y rifampicina (Ruiz et al., 2004). En 
2006, se utilizó esta técnica para analizar aislados resistentes de M. tuberculosis, 
encontrando que en el 85.7% de las cepas resistentes presentaron mutación en el 
aminoácido serina del codón 315 (Ser315) de la secuencia katG y que el 100% de los 
aislados resistentes a etambutol tenían mutaciones en las secuencias para los 
aminoácidos metionina y glicina de los codones 306 y 406, respectivamente (Met306 y 
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Gly406) del gen embB (Zaki and Goda, 2006). Por otro lado, la combinación de 
técnicas, como lo son spoligotyping, RFLP-IS6110 y MIRU-VNTR, han sido útiles para 
relacionar evolutivamente a M. tuberculosis con fines epidemiológicos (Augustynowicz-
Kopec et al., 2008). La primera técnica (spoligotyping) se utilizó en un estudio para 
hacer un análisis de polimorfismos y secuenciación de genes involucrados con la 
resistencia a antibióticos. Se encontraron mutaciones de hasta un solo nucleótido en el 
gen katG en un aislado resistente a isoniazida (Post et al., 2004). También se ha 
utilizado para comparar fenotipos de resistencia con los genotipos de M. tuberculosis 
(Bulut et al., 2009). 
 
Considerando lo anterior, la variabilidad genética de M. tuberculosis es un 
aspecto a tomar en cuenta. Dos Vultos et al. (2008) afirman que este microorganismo 
tiene un genoma relativamente estático, de hasta el 99.9% de conservación de 
nucleótidos. Sin embargo, los sistemas de reparación, recombinación y replicación 
funcionan a niveles no óptimos, lo que favorece la aparición de mutaciones espontáneas 
y su acumulación. Además, se ha reportado una alta frecuencia de polimorfismos de un 
solo nucleótido cuando se analizaron cepas de todo el mundo. Esta variabilidad genética 
condiciona a las micobacterias a ser susceptibles o resistentes a uno o varios fármacos. 
 
Sin embargo, es de considerar las posibles limitaciones del uso de técnicas 
moleculares en la caracterización de cepas resistentes. Zaczek et al. (2009) reportaron 
que la presencia de mutaciones específicas del gen rpoB de cepas de M. tuberculosis no 
es suficiente para clasificar una cepa como resistente o sensible a rifampicina.  
 
Considerando lo anterior, se requiere de la implementación de nuevos sistemas 
de diagnóstico para la detección rápida y oportuna del tipo de cepa de M. tuberculosis 
que está infectado a un individuo en un momento determinado. Esta identificación 
permitirá iniciar un tratamiento adecuado y oportuno, y así contener la propagación de la 
enfermedad.  
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4.5. Relación de la Expresión Génica de M. tuberculosis con el Efecto Producido 
por Fármacos. 
 
El conocimiento del genoma completo de M. tuberculosis, en conjunto con otras 
herramientas moleculares como la tecnología de microarreglos, ha permitido la 
comprensión del mecanismo de acción de algunos fármacos antituberculosis mediante el 
estudio de la expresión diferencial producida por el efecto del mismo. (Betts et al., 2003; 
Boshoff et al., 2004; Butcher, 2004). También se ha hecho una aproximación utilizando 
microarreglos para comprender mejor la relación entre la expresión génica de M. 
tuberculosis con la resistencia manifestada por algunas cepas hacia fármacos 
tuberculosis, como la isoniazida (Fu et al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior, en este 
trabajo se usó la tecnología de microarreglos para la expresión genética como una 
herramienta para comprender mejor el mecanismo de fármacorresistencia en M. 
tuberculosis. 
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5. MÉTODOS 
5.1. Selección de Cepas de M. tuberculosis. 
 
  Se utilizaron 26 aislados clínicos de M. tuberculosis del cepario del Centro de 
Investigación Biomédica del Noreste del Instituto Mexicano del Seguro Social (CIBIN-
IMSS). Se formaron grupos de acuerdo al fenotipo de resistencia a uno o más fármacos 
de primera línea, estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, los 
cuales habían sido previamente caracterizados por el sistema BD BACTEC MGTI 
960®. El criterio para formar los grupos fue que al menos 3 cepas compartieran el 
fenotipo de sensibilidad y/o resistencia a uno o varios fármacos de primera línea. Las 
cepas seleccionadas se cultivaron en el Laboratorio de Micobacteriología del CIBIN con 
un nivel de bioseguridad BL3. Se utilizaron como referencia a las cepas H37Rv 
susceptible a todos los fármacos antituberculosis de primera línea y la cepa 
CIBIN/UMD15-099 (CIBIN99) resistente a los mismos. 
 
5.2. Cultivo de Cepas 
 
La activación de las cepas seleccionadas se llevó a cabo en medio de cultivo 
Lowenstein-Jensen y se cultivaron en una incubadora Nuaire ® US airflow CO2 water 
jacketed incubator a 37°C con atmósfera de 5% de CO2, por un periodo de 10 a 15 días, 
hasta la obtención de biomasa suficiente para ensayos posteriores. 
 
La resiembra se llevó a cabo en medio de cultivo Middlebrook 7H9. Se tomó una 
porción de colonias de M. tuberculosis crecida en medio Lowenstein-Jensen, la cual se 
homogenizó en un tubo de ensayo de 13 × 10 mm conteniendo 2.5 ml de agua 
desionizada estéril y seis perlas de vidrio. El tubo se agitó en vórtex por 3 min, y se dejó 
reposar a temperatura ambiente por 1 min, para reducir el riesgo de diseminar aerosoles. 
De la suspensión de micobacterias, con una jeringa estéril se inoculó un volumen de 
0.15 mL en un tubo de ensayo nuevo de 13 × 10 mm, conteniendo 3 mL de medio de 
cultivo Middlebrook 7H9 adicionado con 10% de OADC Middlebrook (suplemento que 
consiste en ácido oleico, albúmina bovina, dextrosa y catalasa). Se determinó la turbidez 
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de la suspensión por medición en un nefelómetro Densimat de BioMérieux ® M005230. 
Los cultivos se incubaron a 37°C con 5% CO2, por dos a tres semanas. Se realizó un 
pasaje de los cultivos a un volumen de 13 mL de medio de cultivo Middlebrook 7H9, en 
tubos cónicos de 50 mL de capacidad, con un inoculo de 1 mL de cultivo, con una 
densidad de micobacterias equivalente en turbidez al estándar 1 de McFarland (1 unidad 
McFarland es equivalente a 3 × 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de E. 
coli) y se continuó la incubación en condiciones estándar con agitación constante, hasta 
alcanzar una concentración equivalente a los estándares de McFarland entre 2.5 y 4.5. 
 
5.3. Extracción de Ácidos Nucléicos de Cepas de M. tuberculosis 
 
5.3.1. Extracción de DNA genómico. 
A partir de cultivos sólidos o líquidos de M. tuberculosis, se realizó la extracción 
de DNA utilizando el método descrito por van Soolingen et al. (1993) con algunas 
modificaciones: 
5.3.1.1. Extracción de DNA a partir de cultivos de micobacterias crecidas 
en medio líquido Middlebrook 7H9. 
Los cultivos de las cepas de M. tuberculosis en Middlebrook 7H9 enriquecido 
con 10% de OADC fueron centrifugados a 390 rpm durante 20 min a 4°C, en una 
centrífuga refrigerada CIEC® centra GP8R. El sobrenadante se eliminó y el paquete 
celular fue resuspendido en 500 µl de buffer TE 1×. Se homogenizó la suspensión 
agitándola en un vórtex.  
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5.3.1.2. Extracción de DNA a partir de micobacterias crecidas en medio 
sólido Lowenstein-Jensen. 
Se tomó una porción de colonias crecidas en el medio de cultivo sólido y se 
resuspendió en un tubo de ensayo conteniendo 2.5 mL de agua desionizada estéril y seis 
perlas de vidrio. La suspensión se agitó en un vórtex durante 5 min. Después de dejar 
reposar el tubo por 2 min, se transfirieron 500 µl de la suspensión de micobacterias a 
microtubos de 1.5 mL; los cuales se colocaron en baño maría por 1 h a 80 °C para 
inactivar a las micobacterias.  
 
Se añadieron 50 µl de lisozima [10 mg/ml] al tubo con la suspensión, y después 
de agitarlo en un vórtex, la preparación se dejó incubando a 37 °C toda la noche. Se 
agregaron 70 µl de SDS al 10% a cada tubo y 6 µl de proteinasa K [10 mg/ml]. Las 
preparaciones se homogenizaron en un vórtex. Los tubos se incubaron a 65 °C por 10 
min en un bloque térmico Thermolyne ® Dry-bath. 
 
Se añadieron a cada tubo 100 µl de NaCl [5M], 80 µl de CTAB/NaCl [0.274 
M/0.68 M]. Las mezclas se homogenizaron en un vórtex. Las muestras se volvieron a 
calentar a 65°C en bloque térmico por 10 min. A cada tubo se le agregaron 700 µl de 
cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Todas las preparaciones se agitaron por 10 s en un 
vórtex. Los tubos con las mezclas arriba descritas se centrifugaron a temperatura 
ambiente por 5 min a 12,000 g; y el sobrenadante fue transferido a otro microtubo. El 
DNA de cada preparación se precipitó añadiendo 0.6 volúmenes (360µl) de isopropanol 
y se dejó a -20 °C toda la noche. 
 
  Todos los tubos se centrifugaron a 12,000 g por 15 min a temperatura ambiente. 
Se lavaron los precipitados con etanol frío al 70%, se volvió a centrifugar con las 
mismas condiciones del punto anterior. Se eliminó el sobrenadante de cada tubo y la 
pastilla de DNA se resuspendió en 20 µl de buffer TE 0.1×.  
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Para constatar la presencia e integridad del DNA, de cada preparación se tomó 
una muestra de 5 µL y se sometió a una separación electroforética en gel de agarosa al 
1% teñido con bromuro de etidio [10 mg/ml]. 
 
Se confirmó la funcionalidad del DNA mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) para amplificar el gen constitutivo rpsL, el cual codifica para la 
subunidad 30S del RNA ribosomal. 
 
5.3.2. Extracción de RNA total. 
  La extracción de RNA de las cepas H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis se 
llevó a cabo a partir de cultivos líquidos usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen), de 
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los cultivos micobacterianos se incubaron en 
medio Middlebrook, hasta que alcanzaron una turbidez equivalente a los estándares 2.5 
y 4.5 de McFarland. 
 
Se colocaron 10 mL de cada cultivo en tubos cónicos de 50 mL de capacidad y se 
centrifugaron a 390 rpm por 20 min a 4 °C, en una centrífuga CIEC® centra GP8R. Se 
eliminó el sobrenadante de cada preparación y la pastilla de micobacterias se 
resuspendió en 800 µl de TRIzol®. Se transfirieron las mezclas, por separado, a 
microtubos de 1.5 mL y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Los tubos se 
agitaron 3 veces por inversión y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente.  
 
Se transfirió la suspensión de TRIzol y micobacterias a tubos Fast Prep® (Qbiogene 
Inc), el cual contenía seis perlas de vidrio. Los tubos se sometieron a tres ciclos de 20 s 
cada uno en el agitador Fast Prep® ajustado al nivel 6 de velocidad; después de cada 
ciclo, los tubos se colocaron en hielo por 2 min. 
 
Las muestras se centrifugaron a 12,000 g por 3 min a 4 °C y el sobrenadante se 
transfirió a un microtubo de 1.5 mL. A cada microtubo se le agregaron 200 µl de 
cloroformo, estas preparaciones se mezclaron por inversión por 10 s, y se incubaron por 
3 min a temperatura ambiente. 
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Los microtubos se centrifugaron a 12,000 g por 15 min a 4 °C, y la fase acuosa se 
transfirió a un microtubo nuevo. Al sobrenadante se añadieron 500 µl de isopropanol. 
Los tubos se agitaron por inversión y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. 
 
Las preparaciones se centrifugaron a 12,000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se 
desechó y la pastilla de ácidos nucléicos (DNA y RNA) se lavó con 1 ml de etanol al 
75%. El tubo se volvió a centrifugar a 7,500 g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se 
desechó y la muestra de RNA total se resuspendió en 35 µl de TE 1× estéril. 
 
Se determinó la concentración y pureza del RNA, midiendo la absorbancia (a 260 y 
280 nm) de cada muestra en un espectrofotómetro Nanodrop Thermo®. Además, se 
constató la integridad del RNA mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, 
teñido con bromuro de etidio (10 mg/mL). 
 
5.4. Ensayos de PCR 
 
Se usaron 100 ng de DNA genómico de la cepa de referencia H37Rv para 
estandarizar y amplificar los genes involucrados con la condición de 
fármacorresistencia. Para ello se usaron, secuencialmente, la enzima Taq DNA 
polimerasa (Invitrogen) y la enzima Phusion® (Finnzymes) o Pfu Ultra® (Stratagene). 
Los iniciadores utilizados en los ensayos de PCR se muestran en la Tabla 1. Las 
condiciones de amplificación optimizadas con las enzimas de alta fidelidad se muestran 
en las Tablas 2 a la 10. 
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Tabla 1 
 
Oligonucleótidos para la amplificación de fragmentos génicos en M. tuberculosis. 
 
Gen 
Nombre del 
oligonucleótido 
Secuencia 
Tamaño 
del 
amplicón 
Referencia 
rpsL 
STR52 
STR 34 
5´-GTCAAGACCGCGGCTCTGAA-3´ 
5´-TTCTTGACACCCTGCGTATC-3´ 
272 bp Chaoui et al., 
2009 
rrs 
F1 
R1 
F2 
R2 
5´-GTCAGGATATTTCTAAATACCTTTGG-3´ 
5´-CACCTCAGCGTCAGTTACTG-3´ 
5´-CAGTAACTGACGCTGAGGAG-3´ 
5´-GTTTTCGTGGTGCTCCTTAG-3´ 
805 bp 
 
821 bp 
 
Ramaswamy 
et al., 2004 
katG 
Tb87 
Tb86 
5´-GTTGTCCCATTTCGTCGGGG-3´ 
5´-GAAACAGCGGCGCTGATCGT-3´ 
210 bp Zaki and 
Goda, 2006 
inhA 
(promotor) 
inhAP3 
inhAP5 
5´-CGCAGCCAGGGCCTCGCTG-3´ 
5´-CTCCGGTAACCAGGACTGA-3´ 
246 bp Chaoui et al., 
2009 
embB 
embBF 
embBR 
5´-TGATATTCGGCTTCCTGCTC-3´ 
5´ -ACCGCTCGATCAGCACATAG-3´ 
417 bp Zaki and 
Goda, 2006 
rpoB 
Forward 
Reverse 
5´-ATCAACATCCGGCCGGTGGT-3´ 
5´-TACACCGACAGCGAGCCGAT-3´ 
257 bp Mariam et al., 
2004 
pncA 
F1 
R3 
F2 
R4 
5´-GCGCACACAATGATCGGTGG-3´ 
5´-GTCGGTCATGTTCGCGATCG-3´ 
5´-ATCAGCGACTACCTGGCCGA-3´ 
5´-TGCTTGCGGCGAGCGCTCCA-3´ 
526 bp 
 
521 bp 
Endoh et al., 
2002 
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Tabla 2 
 
 Condiciones de amplificación por PCR para gen rpsL. 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
pu
es
to
 
C
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ci
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al
 
D
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liz
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n 
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l 
D
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liz
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n 
A
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m
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o 
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n 
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te
ns
ió
n 
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al
 
rpsL 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
95°C 
5 min 
94°C 
30 s 
55°C 
30 s 
72°C 
30 s 
72°C 
7 min 
Buffer 
Phusion® 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2mM 
STR 52 5 ng/µl 
STR34 5 ng/µl 
Phusion® 
DNA 
polimerasa 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 3 
 
 Condiciones de amplificación por PCR para gen rrs (fragmento rrs1). 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
pu
es
to
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n 
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n 
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rrs1 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
1 min 
 
 
 
 
55°C 
1 min 
 
 
 
 
72°C 
1 min 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer 
Phusion® 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
rrs F1 5 ng/µl 
rrs R1 5 ng/µl 
Phusion® 
DNA 
polimerasa 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 4 
 
Condiciones de amplificación por PCR para gen rrs (fragmento rrs2). 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
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n 
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rrs2 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
1 min 
 
 
 
 
55°C 
1 min 
 
 
 
 
72°C 
1 min 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
rrs F2 5 ng/µl 
rrs R2 5ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 5 
 
Condiciones de amplificación por PCR para gen katG. 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
pu
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to
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katG 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
30 s 
 
 
 
 
55°C 
30 s 
 
 
 
 
72°C 
30 s 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
Tb86 5 ng/µl 
Tb87 5 ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 6 
 
 Condiciones de amplificación por PCR para gen inhA. 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
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inhA 
(promotor) 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5min 
 
 
 
 
94°C 
40s 
 
 
 
 
57°C 
40s 
 
 
 
 
72°C 
40s 
 
 
 
 
72°C 
7min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
inhA P3 5 ng/µl 
inhA P5 5 ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 7 
 
 Condiciones de amplificación por PCR para gen embB. 
 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
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embB 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
40 s 
 
 
 
 
60°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
MgCl2 2.5 mM 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
embB F 5 ng/µl 
embB R 5 ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 8  
 
Condiciones de amplificación por PCR para gen rpoB. 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
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n 
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rpoB 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
40 s 
 
 
 
 
57°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Taq 1× 
MgCl2 1.5mM 
dNTP´s 
mix 
0.2mM 
Forward 5 ng/µl 
Forward 5 ng/µl 
Taq 
Polimerasa 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 9 
 
Condiciones de amplificación por PCR para gen pncA (fragmento pncA1). 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
pu
es
to
 
C
on
ce
nt
ra
ci
ón
 
fin
al
 
D
es
na
tu
ra
liz
ac
ió
n 
in
ic
ia
l 
D
es
na
tu
ra
liz
ac
ió
n 
A
lin
ea
m
ie
nt
o 
Ex
te
ns
ió
n 
Ex
te
ns
ió
n 
fin
al
 
pncA1 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
94°C 
40 s 
 
 
 
 
60°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
40 s 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
c/u 
pncA F1 5 ng/µl 
pncA R3 5 ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
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Tabla 10 
 
 Condiciones de amplificación por PCR para gen pncA (fragmento pncA2). 
 
 
Gen 
Reacción Ciclo (× 35) 
C
om
pu
es
to
 
C
on
ce
nt
ra
ci
ón
 
fin
al
 
D
es
na
tu
ra
liz
ac
ió
n 
in
ic
ia
l 
D
es
na
tu
ra
liz
ac
ió
n 
A
lin
ea
m
ie
nt
o 
Ex
te
ns
ió
n 
Ex
te
ns
ió
n 
fin
al
 
pncA2 
Agua 
desionizada 
a 25 µl 
 
 
 
 
 
95°C 
5 min 
 
 
 
 
 
94°C 
40 s 
 
 
 
 
 
60°C 
40 s 
 
 
 
 
 
72°C 
40 s 
 
 
 
 
 
72°C 
7 min 
Buffer Pfu 
Ultra 
1× 
dNTP´s 
mix 
0.2 mM 
pncA F2 5 ng/µl 
pncA R4 5 ng/µl 
Pfu Ultra 
0.025 
U/µl 
DNA 
templado 
2.4 ng/µl 
 
 
Para la visualización de los productos de amplificación, se llevó a cabo la 
separación de 5 µl de la PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio (10 mg/ml). Las imágenes de los geles fueron registradas en un 
fotodocumentador UVP. 
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5.5. Purificación de los Productos de PCR 
 
Los productos de la amplificación, después de la electroforesis, fueron extraídos 
de los geles de agarosa utilizando los kits de purificación de ácidos nucléicos 
GeneClean® (Qbiogene Inc.) y Wizzard® (Promega) de acuerdo a las instrucciones de 
cada proveedor. 
Para el caso del gen rrs, los productos de amplificación fueron recuperados por 
precipitación etanólica, de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 
Después de la amplificación, las muestras fueron transferidas a microtubos de 1.5 
mL. Se añadieron 2 µl de EDTA [125 mM] pH 8.0, 2 µl de acetato de sodio [3M] y 50 
µl de etanol absoluto. La mezcla de precipitación se agitó en vórtex y se incubó por 15 
min a temperatura ambiente. 
 
El producto se centrifugó a 2,500 g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante se desechó y 
al tubo con la pastilla de DNA se adicionó 70 µl de etanol al 70% y nuevamente se 
centrifugó a 1,650 g por 15 min a 4 °C. Se repitió el paso anterior de lavado con etanol 
una vez más. 
 
La pastilla lavada de DNA se resuspendió en 20µl de agua libre de nucleasas. Se 
determinó la cantidad de producto recuperado por espectrofotometría a 260 y 280 nm, 
usando el equipo Nanodrop®. 
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5.6. Marcaje, Precipitación y Secuenciación de los Productos de PCR 
 
Los productos de PCR purificados se marcaron usando el kit de secuenciación 
BigDye V3.1® (Applied Biosystems). Para la reacción de secuenciación se utilizó una 
cantidad determinada del producto de PCR dependiendo de su tamaño (Tabla 11) con 4 
µl del reactivo BigDye, 1 µl de uno de los oligonucleótidos [100 ng/µl], 4 µl de buffer 
BigDye y agua libre de nucleasas a un volumen final de 20 µl. 
 
Para la reacción de marcaje se utilizó el siguiente programa de amplificación: 
desnaturalización inicial de 94°C por 5 min, 34 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 15 s, y 
60°C por 4 min. 
Tabla 11 
 
Cantidad de producto de PCR utilizado para la secuenciación. 
 
Tamaño del templado (bp) Cantidad (ng) 
100-200 1-3 
200-500 3-10 
500-1000 5-20 
 
La eliminación de nucleótidos no incorporados se llevó a cabo mediante 
precipitación etanólica del producto marcado de acuerdo con el siguiente procedimiento: 
 
A la reacción de marcaje (20 µl) se le añadieron 2 µl de EDTA [125 mM] pH 8.0, 2 
µl de acetato de sodio [3M] y 50 µl de etanol absoluto. La mezcla de precipitación se 
agitó con un vórtex y se incubó por 15 min a temperatura ambiente. 
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La muestra se centrifugó a 2,500 g por 30 min a 4°C. Se desechó el sobrenadante y 
se adicionaron 70 µl de etanol al 70% al tubo con la pastilla de DNA; y nuevamente se 
centrifugó a 1,650 g por 15 min a 4 °C. Se repitió el paso de lavado con etanol al 70%. 
 
La muestra de DNA, ya precipitada y marcada, se resuspendió en 10 µl de 
formamida (Applied Biosystems) y se incubó por 2 min a 95 °C. El tubo con la muestra 
de DNA se colocó en hielo durante 5 min. 
 
La totalidad del material de cada muestra se colocó en una placa de 96 pozos y se 
llevó a cabo la secuenciación automatizada en el equipo 3130xl de Applied Biosystems, 
usando el software Data collection v3.0 (Applied Biosystems) 
 
5.7. Análisis de las Secuencias 
 
Para el análisis de las secuencias se utilizó el software SeqScape® ver 2.5 
(Applied Biosystems), y como referencia el genoma de M. tuberculosis H37Rv, 
reportada en GenBank (Número de acceso NC_000962.2). 
 
  5.8. Análisis de Expresión Usando Microarreglos 
 
Las muestras de RNA total obtenidas por duplicado de las cepas H37Rv y 
CIBIN99 de M. tuberculosis, sin tratamiento o con tratamiento con DMSO (ver 
Apéndice I), fueron enviadas al Instituto de Medicina Genómica (INMEGEN) para su 
marcaje e hibridación en microarreglos genómicos Affymetrix. 
 
Los Genechips® de Affymetrix fueron diseñados tomando como base la 
secuencia genómica de M. tuberculosis cepa H37Rv. Los Genechips® contienen todos 
los marcos abiertos de lectura (3,924 ORFs), 738 regiones intergénicas, así como 20 
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sondas de apareamiento perfecto y 20 de apareamiento imperfecto como controles 
positivos y negativos, respectivamente. 
 
Tanto el marcaje y la hibridación de cDNA en los microarreglos fueron realizados de 
acuerdo con el protocolo establecido por Affymetrix. La lectura de los Genechips® se 
llevó a cabo usando el software Microarray Analysis Suite 5.0 (MAS5, Affymetrix). El 
análisis de los datos fue realizado con el apoyo de: 1) Dra. Claudia Rangel Escareño, del 
Departamento de Genómica Computacional del INMEGEN, y 2) el Licenciado en 
Biotecnología Genómica José Dávila Velderrain de la Facultad de Ciencias Biológicas 
de la Universidad Autónoma de Nuevo León. La evaluación de la calidad de los datos 
fue realizada utilizando el programa ArrayQualityMetrics del paquete Bioconductor en 
la plataforma R. 
 
5.9. Análisis Estadístico de la Expresión Diferencial. 
 
Con el objetivo de identificar la modificación de genes entre cepas H37Rv y 
CIBIN99, se utilizaron los siguientes criterios para la selección de genes candidatos: 
 
El valor de log-Fch.
 
 Representa la razón de cambio en logaritmo base 2 entre dos 
condiciones (microarreglos) experimentales para cada gen. Los valores de log-Fch>0 
indican una expresión incrementada de una condición respecto a otra en determinado 
gen; los valores log-Fch<0 muestran una disminución en la expresión.  
Se determina mediante la siguiente fórmula: 
 
𝑙𝑜𝑔𝐹𝐶ℎ = 𝑙𝑜𝑔2 �𝑔𝐻𝑔𝐾� 
Donde: 
g=gen analizado 
H=condición experimental 
K=condición experimental diferente de H. 
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Por lo tanto, un valor log-Fch≥|1| representa un gen expresado diferencialmente 
al menos dos veces entre H y K.  
 
Estadístico B: log-odds.
Donde: 
 Representa la posibilidad de que el gen este 
diferencialmente expresado. La posibilidad (odds) a favor de un evento se representa con 
la fórmula: 
 
𝐵 = 𝑙𝑜𝑔 𝑝(1 − 𝑝) 
p =es la probabilidad de que el gen esté diferencialmente expresado 
1 – p = es la probabilidad de que no exista cambio de expresión. 
 
Así, un valor de estadístico B = 0 indica una probabilidad del 50% de que un gen 
este diferencialmente expresado. 
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6. RESULTADOS 
 
6.1. Selección de Cepas para el Estudio 
 
Con la finalidad de evaluar las correlaciones reportadas previamente entre las 
mutaciones de los genes rpsL, rrs, katG, inhA (promotor), embB, rpoB y pncA, y el 
fenotipo de susceptibilidad y/o resistencia a fármacos de primera línea, se seleccionaron 
cepas provenientes de la colección del Centro de Investigación Biomédica del Noreste 
del IMSS, las cuales habían sido previamente caracterizadas por su fenotipo de 
sensibilidad y resistencia a los cinco medicamentos de primera línea (estreptomicina, 
isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida).  
 
El criterio de selección se basó en que por lo menos tres cepas tuvieran el mismo 
perfil de resistencia y/o susceptibilidad a los 5 fármacos arriba mencionados. Se 
formaron 8 grupos de cepas con diferente perfil de fármacorresistencia (Tabla 12). Se 
incluyeron en el análisis a las cepas de referencia: H37Rv pansensible y CIBIN99 
panrresistente a los 5 fármacos de primera línea. 
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Tabla 12 
 
 Grupos de cepas de acuerdo a su perfil de sensibilidad y resistencia a fármacos de 
primera línea 
 
Grupo ID Cepa 
Fenotipo 
S I R  E P 
 
1 
986  
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007 
1025 
 
2 
813  
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852 
918 
 
3 
840  
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929 
1068 
 
4 
804  
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998 
1003 
 
5 
814  
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903 
1044 
 
6 
803  
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822 
983 
 
7 
867  
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939 
943 
 
8 
806  
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801 
810 
Referencias H37Rv s s s s s 
CIBIN99 r r r r r 
 
ID, identificación; S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida; s, 
sensible; r, resistente. 
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6.2. Establecimiento de las Condiciones para la Identificación de Mutaciones en 
Cepas de M. tuberculosis con Diferentes Perfiles de Resistencia y Sensibilidad a 
Fármacos de Primera Línea 
 
Con el objetivo de identificar las mutaciones más comúnmente vinculadas con la 
condición de resistencia a fármacos de primera línea en M. tuberculosis, se realizó una 
búsqueda bibliográfica, y con la información obtenida se llevó a cabo la selección de los 
oligonucleótidos necesarios para generación de los amplicones de interés y 
posteriormente realizar la secuenciación de los mismos (Tabla 1).  
 
Se llevó a cabo la estandarización de las condiciones de amplificación para cada 
uno de los genes en dos etapas: 1) se utilizó como molde al DNA genómico proveniente 
de la cepa de referencia H37Rv, y como enzima a la Taq DNA polimerasa. Para obtener 
los productos esperados se realizaron ajustes para la amplificación, 2) Una vez 
estandarizadas las condiciones de amplificación con Taq DNA polimerasa, se utilizaron 
éstas para la amplificación con enzimas DNA polimerasas de alta fidelidad, esto es Pfu 
Ultra ® y Phusion®. 
 
Una vez que se obtuvieron los productos de amplificación para la cepa de 
referencia H37Rv, se utilizaron las condiciones de amplificación optimizadas para 
amplificar los fragmentos en las cepas de interés (Figuras 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14). 
 
6.3. Identificación de Mutaciones en los Genes rrs y rpsL que Confieren 
Resistencia a Estreptomicina 
 
De las 16 cepas con fenotipo de resistencia a estreptomicina, incluyendo a la 
cepa CIBIN99, sólo se encontraron mutaciones en el 25% de las cepas dentro de los 
genes rpsL y rrs; el 6.25% (1/16) presentó la mutación transicional A515T en el gen rrs 
(Figura 3 y Tabla 14), mientras que el 18.75% (3/16) de las cepas resistentes tienen la 
sustitución del aminoácido lisina por arginina en la posición 43 (Lys43Arg) en el gen 
rpsL (Figura 1 y Tabla 13). 
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Figura 1. Estructura genómica del gen rpsL. La secuencia codificante está resaltada por la línea  
y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 781559 a 781909) corresponden a las establecidas 
para el genoma de M. tuberculosis. El producto de amplificación está indicado por la línea horizontal
, donde los oligonucleótidos (STR52 y STR34) están señalados por cabezas de flecha (  ) y el 
tamaño del producto amplificado se muestra en pares de bases (272bp). Las mutaciones y su ubicación 
han sido señaladas por las flechas verticales, donde el codón 43 corresponde a la mutación Lys43Arg y el 
codón 88 a la mutación Lys88Arg. 
 
 
 
Figura 2. Imagen representativa de los productos amplificados para el gen rpsL de M. tuberculosis. 
Los productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de 
peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa; carril 3, control negativo; carril 
4, producto amplificado con DNA polimerasa Phusion®; carril 5, control negativo. El peso molecular del 
producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho. 
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Tabla 13 
 
 Mutaciones presentes en el gen rpsL de las cepas de estudio y su relación con el 
fenotipo de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
Grupo ID Cepa Mutaciones* Fenotipo** Lys43Arg Lys88Arg S I R E P 
 
1 
986    
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007   
1025   
 
2 
813    
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852 X  
918 X  
 
3 
840    
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929   
1068 X  
 
4 
804    
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998   
1003   
 
5 
814    
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903   
1044   
 
6 
803    
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822   
983   
 
7 
867    
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939   
943   
 
8 
806    
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801   
810   
Referencia H37Rv   s s s s s 
CIBIN99 X  r r r r r 
ID: Identificación. 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X. 
** SIRE: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida. 
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Figura 3. Estructura genómica del gen rrs. La secuencia codificante está resaltada por la línea  y 
las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 1471560 a 1473810) corresponden a las establecidas 
para el genoma de M. tuberculosis. Los productos de amplificación están indicados por las líneas 
horizontales , donde los oligonucleótidos (rrsF1, rrsR1, rrsF2 y rrsR2) están señalados por cabezas 
de flecha (  ) y los productos amplificados se muestran en pares de bases (bp). Las mutaciones y su 
ubicación han sido señaladas por las flechas verticales, donde la numeración corresponde a 1 (A514T), 2 
(C517T), 3 (G1332A), 4 (A1338C), 5 (A1401G), 6 (C1402T), 7 (C1443G), y 8 (T1521C). 
 
 
A 
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B 
 
 
Figura 4. Imagen representativa de los productos amplificados para el gen rrs de M. tuberculosis. Los 
productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Panel A, Fragmento 5´ 
obtenido con los primers rrsF1 y rrsR1, panel B, Fragmento 3´ obtenido con los primers rrsF2 y rrsR2. 
Carril 1, Marcador de peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa; carril 3, 
Control negativo; carril 4, producto amplificado con DNA polimerasa Pfu Ultra®; carril 5, control 
negativo; carril 6, producto amplificado con DNA polimerasa Phusion®; carril 7, control negativo. El 
peso molecular del producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho.  
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Tabla 14 
 
 Mutaciones presentes en el gen rrs de las cepas de estudio y su relación con el fenotipo 
de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
Grupo ID Cepa 
Mutaciones* Fenotipo** 
A
51
4T
 
C
51
7T
 
G
13
32
A
 
A
13
38
C
 
A
14
01
G
 
C
14
02
T 
C
14
43
G
 
T1
52
1C
 
S I R E P 
 
1 
986          
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007         
1025         
 
2 
813 X         
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852         
918         
 
3 
840          
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929         
1068         
 
4 
804          
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998         
1003         
 
5 
814          
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903         
1044         
 
6 
803          
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822         
983         
 
7 
867          
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939         
943         
 
8 
806          
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801         
810         
Referencias H37Rv         s s s s s 
CIBIN99         r r r r r 
ID: Identificación. 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X, y las zonas grises corresponden a los 
datos no obtenidos.  
**SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida. s, sensible; r, 
resistente. 
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6.4. Identificación de Mutaciones en los Genes katG e inhA que Confieren 
Resistencia a Isoniazida 
 
De las 19 cepas que se clasificaron como resistentes a isoniazida, el 68.41% 
(13/19) tienen mutaciones en los genes katG e inhA. En el caso del gen katG, el 57.89% 
(11/19) de las cepas tuvieron la mutación en el codón 315, donde el aminoácido serina 
fue sustituido por los aminoácidos arginina (9/19), ácido aspártico (1/19) o treonina 
(1/19) (Figura 5 y Tabla 15). Respecto a las mutaciones en la región promotora del gen 
inhA, se encontró que el 10.52% (2/19) de las cepas resistentes a isoniazida tienen 
mutaciones en las posiciones -8 (T>G) y -15 (C>T) (Figura 7 y Tabla 16). 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura genómica del gen katG. La secuencia codificante está resaltada por la línea  
y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 2153888 a 2156111) corresponden a las 
establecidas para el genoma de M. tuberculosis. El producto de amplificación está indicado por la línea 
horizontal , donde los oligonucleótidos (Tb87 y Tb86) están señalados por cabezas de flecha (  ) 
y el tamaño del producto amplificado se muestra en pares de bases (bp). La mutación del aminoácido 
serina en la posición 315 ha sido señalada por una flecha vertical. 
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Figura 6. Imagen representativa de los productos amplificados para el gen katG de M. tuberculosis. 
Los productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de 
peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa; carril 3, Control negativo; carril 
4, producto amplificado con DNA polimerasa Pfu Ultra®; carril 5, control negativo. El peso molecular del 
producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho. 
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Tabla 15  
 
Mutaciones presentes en el gen katG de las cepas de estudio y su relación con el 
fenotipo de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
Grupo ID Cepa Mutación Ser315* Fenotipo** Arg Asp Thr S I R E P 
 
1 
986 X    
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007    
1025    
 
2 
813     
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852   X 
918 X   
 
3 
840     
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929 X   
1068    
 
4 
804     
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998  X  
1003 X   
 
5 
814     
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903    
1044    
 
6 
803 X    
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822 X   
983 X   
 
7 
867 X    
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939    
943    
 
8 
806     
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801    
810    
Referencia H37Rv    s s s s s 
CIBIN99 X   r r r r r 
ID: Identificación. 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X 
**SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida.  
s, sensible; r, resistente. 
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Figura 7. Estructura genómica del gen inhA. La secuencia codificante está resaltada por la línea
 y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 1672999 a 1675999) corresponden a las 
establecidas para el genoma de M. tuberculosis. El gen fabG se encuentra dentro del operón que transcribe 
también al gen inhA. El producto de amplificación está indicado por la línea horizontal , donde los 
oligonucleótidos (inhAP5 e inhAP3) están señalados por cabezas de flecha (  ) y el tamaño del 
producto amplificado se muestra en pares de bases (bp). Las mutaciones en la región del promotor y los 
cambios reportados están señalados por las flechas verticales. 
 
 
 
 
Figura 8. Imagen representativa de los productos amplificados para el gen inhA de .M tuberculosis. 
Los productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de 
peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa y con temperatura de 
alineamiento a 55 °C; carril 3, producto amplificado con Taq DNA polimerasa y con temperatura de 
alineamiento a 57°C; carril 4, control negativo; carril 5, producto amplificado con DNA polimerasa Pfu 
Ultra® y con temperatura de alineamiento a 55°C; carril 6, producto amplificado con DNA polimerasa Pfu 
Ultra® y con temperatura de alineamiento a 57°C; carril 7, control negativo; carril 8, producto 
amplificado con DNA polimerasa Phusion® y con temperatura de alineamiento a 55 °C; carril 9, producto 
amplificado con DNA polimerasa Phusion® y con temperatura de alineamiento a 55 °C; carril 10, control 
negativo. El peso molecular del producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho.  
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Tabla 16 
 
 Mutaciones presentes en la región promotora del gen inhA de las cepas de estudio y su 
relación con el fenotipo de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
Grupo ID Cepa 
Mutaciones Fenotipo 
G
(-
24
)T
 
C
(-
15
)T
 
T(
-8
)G
 
S I R E P 
 
1 
986     
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007    
1025    
 
2 
813   X  
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852    
918    
 
3 
840  X   
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929    
1068    
 
4 
804     
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998    
1003    
 
5 
814     
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903    
1044    
 
6 
803     
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822    
983    
 
7 
867     
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939    
943    
 
8 
806     
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801    
810    
Referencia H37Rv    s s s s s 
CIBIN99    r r r r r 
ID: Identificación. 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X 
**SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida.  
    s, sensible; r, resistente. 
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6.5. Identificación de Mutaciones en el gen embB que Confieren Resistencia a 
Etambutol 
 
De las 4 cepas resistentes fenotípicamente a etambutol, el 75% tienen la 
sustitución del aminoácido metionina en el codón 306 por isoleucina (Figura 9 y Tabla 
17). Además, la misma mutación fue observada en 3 cepas sensibles a etambutol (cepas 
822, 983 y 1003 en Tabla 17). 
 
 
Figura 9. Estructura genómica del gen embB. La secuencia codificante está resaltada por la línea
 y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 4246513 a 4249763) corresponden a las 
establecidas para el genoma de M. tuberculosis. El producto de amplificación está indicado por la línea 
horizontal , donde los oligonucleótidos (embBF y embBR) están señalados por cabezas de flecha (
 ) y el tamaño del producto amplificado se muestra en pares de bases (bp). La mutación del codón 306, 
donde se sustituye el aminoácido metionina por isoleucina, está señalada por la flecha vertical. 
 
 
Figura 10. Imagen representativa de los productos amplificados para el embB de M. tuberculosis. Los 
productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de peso 
molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa y 1.5 mM MgCl2; carril 3, producto 
amplificado con Taq DNA polimerasa y 2.5 mM MgCl2; carril 4, control negativo; carril 5, producto 
amplificado con DNA polimerasa Pfu Ultra® y 1.5 mM MgCl2; carril 6, producto amplificado con DNA 
polimerasa Pfu Ultra® y 2.5 mM MgCl2; carril 7, control negativo. El peso molecular del producto 
amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho. 
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Tabla 17 
 
 Mutaciones presentes en el gen embB de las cepas de estudio y su relación con el 
fenotipo de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
Grupo ID Cepa 
Mutaciones* Fenotipo** 
Met306Ile S I R E P 
 
1 
986   
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007 X 
1025 X 
 
2 
813   
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852  
918  
 
3 
840   
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929  
1068  
 
4 
804   
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998  
1003 X 
 
5 
814   
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903  
1044  
 
6 
803   
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822 X 
983 X 
 
7 
867   
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939  
943  
 
8 
806   
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801  
810  
Referencia H37Rv  s s s s s 
CIBIN
99 
X r r r r r 
ID: Identificación. 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X. 
**SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida. 
    s, sensible; r, resistente. 
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6.6. Identificación de Mutaciones en el gen rpoB que Confieren Resistencia a 
Rifampicina 
 
Durante la estandarización de las condiciones para amplificar un fragmento del 
gen rpoB se logró obtener el amplicón del tamaño esperado de 257 bp con la enzima Taq 
DNA polimerasa (Figura 11 y Figura 12).  
 
Se realizaron ajustes en la temperatura de alineamiento de los oligonucleótidos y 
en la concentración de MgCl2 usando las enzimas de alta fidelidad, y finalmente se 
obtuvo el amplicón del tamaño esperado (Figura 12). Sin embargo, al obtener las 
secuencias nucleotídicas de 13 muestras distintas, se encontró que ninguna de ellas 
correspondía a la reportada en el GenBank. Entonces, la amplificación y secuenciación 
de esta región no pudo definirse. 
 
 
 
 
Figura 11. Estructura genómica del gen rpoB. La secuencia codificante está resaltada por la línea
 y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 758998 a 763998) corresponden a las 
establecidas para el genoma de M. tuberculosis. El producto de amplificación está indicado por la línea 
horizontal , donde los oligonucleótidos (rpoBF y rpoBR) están señalados por cabezas de flecha (
 ) y el tamaño del producto amplificado se muestra en pares de bases (bp). Las mutaciones en los 
codones 526 y 531 están señalados por la flecha vertical. 
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Figura 12. Imagen representativa de los productos amplificados para el gen rpoB de M. tuberculosis. 
Los productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de 
peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa, con una concentración de 2 mM 
de MgCl2; carril 3 producto amplificado con Pfu Ultra®, con una concentración de 2 mM de MgCl2; carril 
4, producto amplificado con Taq DNA polimerasa con una concentración de 2.5 mM de MgCl2; carril 5, 
producto amplificado con Pfu Ultra®, con una concentración de 2.5 mM de MgCl2 control negativo; carril 
6 producto amplificado con Taq DNA polimerasa con una concentración de 3 mM de MgCl2; carril 7, 
producto amplificado con Pfu Ultra®, con una concentración de 3 mM de MgCl2; carril 8, producto 
amplificado con Taq DNA polimerasa con una concentración de 3.5 mM de MgCl2; carril 9, producto 
amplificado con Pfu Ultra®, con una concentración de 3.5 mM de MgCl2; carril 10, control negativo de 
PCR con Taq DNA polimerasa; carril 11, control negativo de PCR con Pfu Ultra®, El peso molecular del 
producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho. 
 
6.7. Identificación de Mutaciones en el Gen pncA que Confieren Resistencia a 
Pirazinamida 
 
De las 13 cepas que mostraron resistencia a pirazinamida, sólo el 23% (3/13) de 
ellas tienen mutaciones en el gen pncA (Tabla 18). Una cepa tiene una inserción de una 
adenina entre las posiciones 140 y 141 de la secuencia codificante para el gen pncA 
(Figura. No 13). Además, se observó que otra cepa tuvo la sustitución del aminoácido 
treonina, en la posición 135, por alanina. Y por último, se encontró una sustitución de 
alanina, en la posición 146 por treonina en una cepa con resistencia a pirazinamida. En 
contraste, dos cepas sensibles a pirazinamida (810 y 903) tienen sustituciones en los 
codones 135 y 137, de los aminoácidos treonina por alanina, y de histidina por 
glutamina, respectivamente. 
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Figura 13. Estructura genómica del gen pncA. La secuencia codificante está resaltada por la línea
 y las coordenadas nucleotídicas en la parte inferior (de 2288198 a 2289398) corresponden a las 
establecidas para el genoma de M. tuberculosis. El producto de amplificación está indicado por la línea 
horizontal , donde los oligonucleótidos (pncAF1, pncAR3, pncAF2 y pncAR4) están señalados por 
cabezas de flecha (  ) y el tamaño del producto amplificado se muestra en pares de bases (bp). Las 
mutaciones y su ubicación han sido señaladas por las flechas verticales, donde la numeración corresponde 
a 1(Asp8) 2(Leu19Arg) 3(Leu27Pro) 4(Ile31Ser) 5(Leu35Pro) 6(A 140-141) 7(Val45Ala) 8(Ala46Ser) 
9(Asp49) 10(His51) 11(Ser67Pro) 12(Trp68) 13(His71Asp) 14(Cys72Tyr) 15(Gly74Arg) 16(Lys96) 
17(Gly97Ser) 18(Ser104Arg) 19(Gly122Ser) 20(Val125Phe) 21(G 411-412) 22(Glu27stop) 23(Ala134) 
24(Thr135) 25(His137Gln) 26(Cys138) 27(Val139Gly) 28(Thr142Met) 29(Ala146Thr) 30(Thr174Ile) 
31(GG 520-521) 
 
 
A 
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B 
 
Figura 14. Imágenes representativas de los productos amplificados para el gen pncA de M. 
tuberculosis. Los productos fueron separados en gel de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Panel A, 
Fragmento 5´ obtenido con los primers F1 yR3, panel B, Fragmento 3´ obtenido con los primers F2 y R4. 
Carril 1, Marcador de peso molecular; carril 2, producto amplificado con Taq DNA polimerasa; carril 3, 
Control negativo; carril 4, producto amplificado con DNA polimerasa Pfu Ultra®; carril 5, control 
negativo. El peso molecular del producto amplificado está indicado por la flecha en el extremo derecho. 
 
Tabla 18 
Mutaciones presentes en el gen pncA de las cepas de estudio y su relación con el 
fenotipo de resistencia a los fármacos de primera línea. 
 
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X, y las zonas grises corresponden a los 
datos no obtenidos. **SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, 
pirazinamida. s, sensible; r, resistente. 
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6.8. Mutaciones en los Genes no Condicionan a un Fenotipo de Resistencia a 
Fármacos Antituberculosis de Primera Línea  
 
 Se encontró que en el 47% de las cepas evaluadas no tienen mutaciones que se 
asocien al fenotipo de resistencia y/o susceptibilidad a los fármacos de primera línea 
(Tabla 19). 
 
6.9. Análisis de los Perfiles de Expresión Genética en Cepas Pansensible y 
Panrresistente a Fármacos de Primera Línea 
 
Con la finalidad de identificar nuevos genes que puedan proponerse como 
marcadores moleculares asociados a la sensibilidad o resistencia de fármacos de primera 
línea, se realizó el análisis de perfiles de expresión genética usando microarreglos 
genómicos de M. tuberculosis. Se obtuvo el RNA total proveniente de las cepas H37Rv 
y CIBIN99, con la pureza, concentración e integridad necesarias para los pasos de 
marcaje e hibridación en microarreglos (Figura 15), los cuales se llevaron a cabo en el 
Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN). El esquema experimental se 
muestra en la Figura 16. Se llevó a cabo el análisis de los datos de microarreglos en el 
Departamento de Genómica Computacional del mismo INMEGEN, y de forma paralela 
con la colaboración del Licenciado en Biotecnología Genómica José Dávila Velderrain.  
 
 
Figura 15. Imagen representativa del RNA total obtenido de M tuberculosis. Se indican las 
subunidades ribosomales 5S, 16S y 23S. 
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Tabla 19 
 
Mutaciones presentes en los genes rpsL, rrs, katG, inhA (promotor), rpoB, embB y pncA 
de las cepas de estudio y su relación con el fenotipo de resistencia a los fármacos de 
primera línea. 
 
Grupo ID Cepa 
Mutaciones en genes vinculados a 
fármacorresistencia* 
Fenotipo** 
rp
sL
 
rr
s 
ka
tG
 
in
hA
 
(p
ro
m
ot
or
) 
rp
oB
 
em
bB
 
pn
cA
 
S I R E P 
 
1 
986   X      
r 
 
r 
 
r 
 
r 
 
r 1007      X X 
1025      X  
 
2 
813  X  X     
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 852 X  X    X 
918 X  X     
 
3 
840    X     
r 
 
r 
 
r 
 
s 
 
s 929   X     
1068 X       
 
4 
804         
r 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 998   X     
1003   X   X  
 
5 
814         
r 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 903       X 
1044        
 
6 
803   X      
s 
 
r 
 
r 
 
s 
 
r 822   X   X  
983   X   X X 
 
7 
867         
s 
 
r 
 
s 
 
s 
 
s 939        
943        
 
8 
806         
s 
 
s 
 
s 
 
s 
 
s 801        
810       X 
Referencias H37Rv        s s s s s 
CIBIN99 X  X   X  r r r r r 
ID: identificación.  
*Las mutaciones encontradas están indicadas con el símbolo X, y las zonas en color negro corresponden a 
los datos no obtenidos.  
**SIREP: S, estreptomicina; I, isoniazida; R, rifampicina; E, etambutol; P, pirazinamida. s, sensible; r, 
resistente. 
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Figura 16. Esquema experimental para la evaluación de perfiles de expresión genética. 
 
 
6.10. Análisis Exploratorio de Calidad de Datos 
 
Se realizó un examen preliminar de los datos de los microarreglos para observar 
la calidad de los ensayos realizados. Se visualizó la intensidad de la señal emitida por 
cada microarreglo para descartar defectos espaciales en la manipulación durante la 
hibridación (Figura 18). En ninguna de las hibridaciones se observaron alteraciones en 
los microarreglos. 
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Figura 17. Ejemplo de visualización de la intensidad de señal de los microarreglos. Los paneles del 1 
al 4 representan cada una de las imágenes individuales de los microarreglos, y el rango de intensidad de 
señal se muestra en el extremo derecho. 
 
Además, para cada ensayo de microarreglos, se graficó la distribución de la 
intensidad de señal (Figura 18, panel A) y se comparó con los análisis estadísticos de los 
otros microarreglos (Figura 18, panel B), y de esta manera se corroboró la 
homogeneidad de los ensayos. 
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Figura 18. Evaluación preliminar de la intensidad de señal de microarreglos. Panel A, distribución de 
la intensidad de señal para cada uno de los microarreglos. Panel B, Comparativo de los análisis 
estadísticos de la intensidad de señal. 1C y 3C corresponden a datos obtenidos de la cepa H37Rv, 1D y 3D 
corresponden a datos obtenidos de la cepa CIBIN99. 
 
 
Se visualizó la variabilidad de los datos obtenidos mediante la gráfica MvA, que 
permite hacer una comparación de la señal de los microarreglos mostrando el 
comportamiento de los datos respecto a una referencia, que en este caso, fue definida 
como la media de los datos totales de intensidad de señal. Se graficó la relación de 
cambio a lo largo de el rango de intensidades en escala logarítmica (log2) (Figura 19).  
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Figura. 19. Gráficas MvA de los datos de microarreglos. Se muestra la variabilidad de los datos de señal 
respecto a la referencia, donde M=log2 (datos de microarreglos/datos de referencia) y A= media de todos 
los datos (referencia). Los números del 1 al 4 representan los datos arrojados por la intensidad de señal de 
cada uno de los microarreglos de las cepas H37Rv y CIBIN99 (los ensayos se realizaron por duplicado). 
 
6.11. Preprocesamiento de Datos. 
 
Se llevó a cabo el preprocesamiento de los datos mediante la aplicación del 
algoritmo MAS5, y el uso de rma (robust microarray analysis) que consta de: 
a) Corrección de fondo (background), b) normalización, y c) cálculo sintetizado 
de la señal. 
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Figura 20. Análisis comparativo de datos de muestras de microarreglos. Ejemplos gráficos de 
estadísticos de los datos de los microarreglos antes del procesamiento (panel A) y después del 
procesamiento (panel B). 1C y 3C corresponden a datos obtenidos de la cepa H37Rv, 1D y 3D 
corresponden a datos obtenidos de la cepa CIBIN99. 
 
Las diferencias entre posición y dispersión de los datos en los estadísticos de los 
datos arrojados por los microarreglos quedaron ajustadas después del pre-procesamiento 
(Figura 20). 
 
6.12. Visualización de la Intensidad de Señal de los Microarreglos. 
 
Se realizó un agrupamiento con base en la señal emitida por los microarreglos y 
se representó usando una gráfica de calor (Figura 21). 
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Figura 21. Representación del agrupamiento de genes usando un mapa de calor y su comparación 
con los otros ensayos de microarreglos. La escala de intensidad de la señal se muestra en la parte 
superior. El color rojo indica incremento en la expresión de genes, el color verde indica reducción en la 
expresión de genes. En la parte inferior del mapa se señalan las muestras *ST (Sin tratamiento). 
 
 
6.13. Expresión Diferencial de Genes Entre Cepas H37Rv y CIBIN99  
 
Para el análisis de microarreglos se utilizó un log-Fch≥|0.5| y estadístico B (log 
odds) >0, lo que significa buscar una diferencia en los niveles de expresión de por lo 
menos una vez y con una certidumbre de al menos 50%, respectivamente, en los datos 
obtenidos para las cepas H37Rv y CIBIN99. 
 
Sin embargo, usando estos parámetros no se encontró una diferencia significativa 
en la expresión de genes entre las cepas comparadas (Figura 22). 
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Figura 22. Gráfica de volcán de los datos de microarreglos comparando la cepa H37Rv y CIBIN99. 
Los datos de las cepas fueron analizados y comparados para identificar los genes diferencialmente 
modificados en su expresión usando el Log-Fch y estadístico B.  
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7. DISCUSIÓN 
 
Uno de los principales problemas para controlar la enfermedad de TB es la 
frecuencia de cepas resistentes a fármacos, las cuales presentan mutaciones en una 
variedad de genes. 
 
Estudios previos han relacionado la resistencia a estreptomicina con mutaciones 
en los genes rpsL y rrs. Las mutaciones en el gen rpsL han sido descritos como los de 
mayor relevancia en la resistencia a estreptomicina (Via et al., 2010) y en nuestro 
estudio encontramos que el porcentaje de asociación de mutaciones con la resistencia 
fue de 18.75% en el codón 43 del gen rpsL. No se identificaron mutaciones en el codón 
88 del mismo gen, el cual ha sido también asociado a la misma resistencia fenotípica. 
Chaoui et al. (2009) encontraron que de un grupo de cepas resistentes fenotípicamente a 
estreptomicina sólo el 12.1% y 1.7% presentaron mutaciones en el codón 43 y 88 del 
gen rpsL, respectivamente. En otro estudio, se encontró que el 54.54% de las cepas 
resistentes a estreptomicina presentaron la mutación en el codón 43, y un 9.09% en el 
codón 88 (Morris et al., 1995). Además, Sekuguchi et al. (2007), encontraron que el 
43.33% de cepas resistentes a estreptomicina tenían una mutación en el codón 43 del gen 
rpsL; inclusive se observó que todas las cepas presentaron una mutación silente en el 
codón 121. Spies et al. (2008) sugieren que el efecto de mutaciones múltiples pudiera 
deberse a una alteración en los genes que codifican para enzimas reparadoras de DNA. 
Otros polimorfismos para el gen rpsL (A363G y T51C) han sido reportados por Vía et 
al. (2010) 
 
Referente al gen rrs, el cual codifica para la subunidad 16 ribosomal, que 
también se ha relacionado con la resistencia a estreptomicina, especialmente en las 
regiones 400 y 500 del gen (Brossier et al., 2010; Chaoui et al., 2009; Jugheli et al., 
2009; Via et al., 2010), se encontró que el 16.25% de las cepas analizadas tienen una 
mutación en la posición A514T (Jugheli et al., 2009; Post et al., 2004; Via et al., 2010). 
Aunque en este estudio no se encontraron otras mutaciones en esta región, se han 
reportado mutaciones en las posiciones 512 (Chaoui et al., 2009), 513, 516 (Brossier et 
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al., 2010; Sekiguchi et al., 2007; Spies et al., 2008), 517 (Jugheli et al., 2009), 426, 491 
and 905 (Spies et al., 2008) . 
 
Estudios previos también han mencionado polimorfismos o mutaciones silentes 
en este gen (Jugheli et al., 2009; Post et al., 2004; Spies et al., 2008; Via et al., 2010). 
Además, mutaciones en las regiones 1300 y 1400, específicamente en las posiciones 
1332, 1338, 1400, 1401 y 1539 del gen rrs, han sido vinculadas con la resistencia 
fenotípica a fármacos de segunda línea como los aminoglicósidos amikacina y 
kanamicina, por lo que estas mutaciones tienen un efecto sobre resistencia cruzada de las 
cepas resistentes de M. tuberculosis (Jugheli et al., 2009; Sekiguchi et al., 2007; Spies et 
al., 2008; Via et al., 2010)  
 
Todas las cepas de nuestro estudio, que presentan las mutaciones reportadas en 
los genes rpsL y rrs, son polirresistentes. El grupo de aislados que fenotípicamente solo 
tiene resistencia a estreptomicina no presenta mutaciones en los genes rpsL y rrs, como 
también lo ha reportado Chaoui et al. (2009), quienes describen que estas mutaciones se 
encuentran frecuentemente asociadas con las resistencias a isoniazida y rifampicina. 
 
Los porcentajes de relación encontrados entre las mutaciones para los genes rpsL 
y rrs son altamente variables entre estudios previos, sin embargo, un alto porcentaje de 
las cepas que presentan resistencia a estreptomicina no tienen un indicador genético bien 
descrito. Se han propuesto que varios mecanismos pueden estar vinculados de forma 
paralela con esta resistencia, como lo describe Spies et al. (2008) quienes encontraron 
que algunos aislados de M. tuberculosis presentan una resistencia baja a estreptomicina 
sin presentar mutaciones en los genes rpsL y rrs. Spies et al. (2008) proponen que los 
transportadores (bombas efflux) y las mutaciones en el gen gidB pueden ser responsables 
por la resistencia moderada a la estreptomicina, y que podría generarse una actividad 
sinérgica entre estos mecanismos y los producidos por las mutaciones en los genes rpsL 
y rrs.  
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Por otro lado, de las 19 cepas que se clasificaron como resistentes a isoniazida, el 
68.41% tienen mutaciones en los genes katG e inhA. En el caso del gen katG, las 
mutaciones en la serina 315 causan cambios conformacionales en el canal de acceso del 
sustrato, provocando la incapacidad de la enzima (catalasa peroxidasa) de unirse al 
profármaco (isoniazida) para su activación (Cade et al., 2010). En este estudio, el 
57.89% de las cepas tienen la mutación en el codón 315, donde el aminoácido serina fue 
sustituido por los aminoácidos treonina y asparagina. 
 
El porcentaje de mutaciones en el codón 315 de katG encontrado en este trabajo 
es muy similar al reportado en Marruecos (Chaoui et al., 2009), donde se reportó que el 
77.3% de aislados resistentes a isoniazida se podrían atribuir a mutaciones en el mismo 
codón y 68.6% a la sustitución Ser315Thr. La misma mutación fue reportada en mayor 
frecuencia por Hilleman et al. (2005) en Alemania, donde se encontró 88.4% de relación 
entre las mutaciones del codón 315 y la resistencia, de las cuales el 86.4% mostraron la 
mutación Ser315Thr y un 1.9% la mutación Ser315Asn. En Egipto, el 92.3% de los 
aislados resistentes presentaron la misma mutación (Abdelaal et al., 2009); y en Lituania 
se mostró una relación del 85.7% (Bakonyte et al., 2003). En Inglaterra se reportó que el 
62.7% de las cepas resistentes a isoniazida tenían la mutación Ser315Thr (Baker et al., 
2005). 
 
Otras mutaciones y polimorfismos han sido reportados para katG en diferentes 
posiciones del gen, aunque con menor relación porcentual a la resistencia a isoniazida 
(Baker et al., 2005; Cade et al., 2010; Cardoso et al., 2004). 
 
El promotor del gen inhA también ha sido vinculado a la resistencia de isoniazida 
por su inhibición a la enoil reductasa InhA de M. tuberculosis, formando un aducto 
covalente con el cofactor NAD (Rawat et al., 2003). Respecto a las mutaciones en la 
región promotora del gen inhA, en este trabajo se encontró que el 10.52% de las cepas 
resistentes a isoniazida presentaron mutaciones en las posiciones -8 (T>G) y -15 (C>T). 
En Brasil, se encontró que el 25.8% de las cepas evaluadas estuvieron vinculadas con 
mutaciones en el promotor del mismo gen; algunas mutaciones fueron reportadas 
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también en el gen estructural de inhA en 6 de los aislados (Cardoso et al., 2004). 
Porcentajes de asociación más bajo fueron reportados por Chaoui et al. (2009) quienes 
encontraron que el 3% de las cepas resistentes a isoniazida presentaban una mutación en 
la posición -15 del promotor de inhA. Baker et al. (2005) encontró que el 27.2% de los 
aislados resistentes a isoniazida tenían por lo menos una mutación en la región 
promotora del gen inhA.  
 
En el presente trabajo no se encontraron mutaciones simultáneas en el promotor 
del gen inhA y el codón 315 de katG de una misma cepa, incluso se ha reportado una 
asociación negativa fuerte (p = 0.0088) entre este tipo de mutaciones en aislados 
resistentes a isoniazida (Hazbon et al., 2008). En dicho trabajo se sugiere que las dobles 
mutantes no son favorecidas en la evolución de la cepa. Sin embargo, existe un reporte 
experimental que contradice dicho postulado, pues se encontraron 4 de 202 aislados con 
la doble mutación (Baker et al., 2005). 
 
En este trabajo se encontró la mutación Met306Ile del gen embB en el 75% de los 
aislados resistentes a etambutol. La mutación Met306Ile ha sido asociada con la 
concentración mínima inhibitoria (MIC) de M. tuberculosis a etambutol de 20µg/ml, que 
se reporta ser significativamente más baja que la MIC encontrada en aquellas cepas que 
presentan una sustitución Met306Val o Met306Leu, la cual es de 40µg/ml (Ramaswamy 
and Musser, 1998). Parsons et al. (1997) encontraron un 95.5% de aislados con alta 
resistencia a etambutol, los cuales tenían alguna mutación en los codones 306 y 406, por 
lo que concluyeron que Met306 y Gly406 tienen un papel crítico en el sitio activo de la 
glicosil transferasa. Incluso, existen algunos trabajos que proponen a esta mutación 
como un indicador de resistencia a etambutol (Starks et al., 2009), y se han desarrollado 
pruebas moleculares rápidas que actualmente están disponibles en el mercado. En India, 
se reportaron mutaciones previamente descritas para el gen embB y 10 nuevas 
localizadas en los codones 221, 225, 227, 271, 272, 281, 282, 287, 293 y 294 (Jain et al., 
2008). 
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De manera interesante, en el presente estudio se identificaron cepas con la 
mutación Met306Ile, sin embargo solo el 50% (3 aislados) presentaron resistencia a 
etambutol y el resto de ellas se clasificaron como susceptibles. Otros trabajos han 
reportado la presencia de mutaciones en el gen embB en cepas susceptibles al fármaco, 
en contraposición con los reportes que proponen las mutaciones en los codones 306 y 
406 como marcadores de resistencia, por ejemplo, en Rusia se encontraron 48 (31.2%) 
de 154 aislados susceptibles a etambutol con las mutaciones en la secuencia del gen 
embB (Mokrousov et al., 2002). 
 
Por otro lado, en el trabajo de Brossier et al. (2010) utilizaron la prueba 
MRBDRsl para detectar resistencia a etambutol, y encontraron que 57% de aislados eran 
resistentes y 43% no presentaban mutaciones en el codón 306 del gen embB; estos datos 
son distintos a los encontrados en este trabajo donde el 13.63% (3/22) de las cepas 
sensibles tienen la mutación Met306Ile. Así mismo, en 2004, se identificaron 13 aislados 
de M. tuberculosis multifármacorresistente que eran susceptibles a etambutol en 
pacientes positivos para el virus de la inmunodeficiencia humana, y se encontró que las 
mutaciones estaban presentes en el 62% de los aislados (Post et al., 2004).  
 
Estos datos sugieren un mecanismo de susceptibilidad a etambutol diferente al 
blanco genético embB en M. tuberculosis, por lo que el gen embB no es un indicador 
ideal de resistencia (Brossier et al., 2010; Mokrousov et al., 2002; Post et al., 2004). Por 
esta razón, se han identificado otros mecanismos involucrados en la resistencia a 
etambutol, como la co-resistencia reportada por varios autores, los cuales encontraron 
una alta asociación entre la resistencia a etambutol y otros fármacos de primera línea, 
particularmente isoniazida y rifampicina (Jain et al., 2008). En un estudio de 1,020 
aislados clínicos de M. tuberculosis obtenidos de diferentes poblaciones (Australia, 
Colombia, India, México, España, Nueva York y Texas E.U.) con diferentes perfiles de 
susceptibilidad se encontró que las mutaciones en embB306 no podía estar asociado con 
un solo tipo de fármacorresistencia, pero si se encontró una fuerte relación entre estas 
mutaciones y la resistencia a cualquier fármaco de primera línea. Por lo tanto, se ha 
propuesto que a pesar de que mutaciones en embB306 no causa resistencia a etambutol 
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per se, sí puede predisponer al desarrollo de algún tipo de farmacoresistencia en M. 
tuberculosis (Hazbon et al., 2008). Los resultados del presente trabajo concuerdan con 
esta hipótesis, ya que todas las cepas con el codón embB306 mutado son resistentes, al 
menos, a un fármaco de primera línea; el 100% (6/6) de la cepas con mutación en el 
codón 306 del gen embB se clasificaron como resistentes a isoniazida. 
 
La pirazinamida difunde de forma pasiva en M. tuberculosis y es convertida en 
ácido pirazinoico por la enzima pirazinamidasa. Debido a un sistema de transportadores 
deficiente, la pirazinamida se acumula en grandes cantidades en la célula, lo que provoca 
una disminución del pH a niveles por debajo del óptimo y probablemente inactiva 
alguna enzima vital como la sintasa de ácidos grasos I (Somoskovi et al., 2001; Zhang et 
al., 2003). Por lo tanto, el mayor mecanismo de resistencia a pirazinamida es 
precisamente la pérdida de actividad de pirazinamidasa, codificada por el gen pncA 
(Cheng et al., 2005)  
 
El gen pncA también es altamente variable, con numerosas mutaciones y 
polimorfismos (Cheng et al., 2005; Jonmalung et al.; Jureen et al., 2008; McCammon et 
al., 2005; Mphahlele et al., 2008; Sheen et al., 2009b; Zimic et al.). Un rango de 75 a 
97% de asociación han sido reportados entre la resistencia a pirazinamida y mutaciones 
en pncA (Cheng et al., 2005; Zimic et al.), los cuales son significativamente más altos de 
los reportados en este trabajo, donde solo se relacionó el 23% de las cepas con dicha 
mutación.  
 
Al comparar la frecuencia de mutaciones en pncA encontradas a partir de cepas 
resistentes a pirazinamida en Perú (Escalante et al., 1998) con 210 mutaciones 
reportadas hasta Diciembre de 2008, Zimic et al. (2010) realizaron un mapa para 
relacionar la secuencia aminoacídica de la pirazinamidasa de acuerdo a la localización 
de las sustituciones en cada uno de los 20 dominios de la estructura secundaria de la 
enzima. Las regiones de sitio activo comprendida aproximadamente por los dominios L2 
(residuos 8 a 25) y L7 (residuos 132 a 139); y el sitio de coordinación de metales en el 
dominio L4 (residuos 49 a 89) descritas por Du et al. (2001) fueron tomadas en cuenta 
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para el estudio. Se encontró que las sustituciones aminoacídicas tanto en las poblaciones 
peruanas como en las reportadas hasta 2008, no estaban distribuidas uniformemente a lo 
largo de la secuencia de la proteína, sino que la frecuencia y variabilidad de las 
mutaciones se concentraban en las láminas β2 y β3, lo que compromete al sitio de 
coordinación de metales. De la misma manera, una alta concentración de mutaciones 
ocurren en las regiones β1-α1 y β4-α3, lo que comprende el sitio activa de la proteína. 
Todo esto sugiere la existencia de regiones hot-spot en el gen pncA asociados con la 
resistencia a pirazinamida.  
 
Existen otros mecanismos propuestos para la manifestación de resistencia a 
pirazinamida, los cuales involucran las mutaciones en la región promotora del gen y la 
posible participación de otras regiones genómicas no identificadas (Jonmalung et al.; 
Sheen et al., 2009a). 
 
7.1. Expresión Génica Diferencial en M. tuberculosis 
 
En este trabajo, durante el análisis de expresión de la cepa H37Rv susceptible a 
los fármacos de primera línea y la cepa multifármacorresistente CIBIN99, no se observó 
una diferencia significativa en el perfil de expresión basal entre ambas cepas.  
 
De manera contraria, estudios previos han reportado diferencias en la expresión 
génica incluso entre diferentes clonas de la cepa H37Rv, lo cual sugiere una alta 
variabilidad debido a poblaciones heterogéneas (Andreu and Gibert, 2008). Además, el 
análisis de expresión entre cepas de referencia H37Rv y H37Ra han mostrado una 
diferencia en la expresión del 15% de los genes relacionados con los antígenos de 
células T, los de las familias PE/PPE y aquellos involucrados con el metabolismo de 
lípidos ante las mismas condiciones de crecimiento y tratamiento (Gao et al., 2005). 
 
Por otro lado, al analizar los datos obtenidos de los microarreglos comparando 
las cepas H37Rv y CIBIN99 expuestas a dimetilsulfóxido (DMSO) al 0.1% durante 4 h, 
como parte de un estudio paralelo al desarrollo de esta tesis (ver Apéndice I) se 
81 
 
encontraron diferencias significativas en la expresión de genes entre ambas cepas. Este 
evento sugiere un fenómeno de respuesta diferencial entre las cepas ante un xenobiótico. 
Se ha reportado que el DMSO provee citoprotección contra especies oxígeno reactivas 
(Kuczynska-Wisnik et al., 2010), aunque también se ha reportado que posee un efecto 
inhibitorio de crecimiento a altas concentraciones (12.5%) tanto en la cepa H37Rv como 
CIBIN99 de M. tuberculosis (Molina et al., 2004).  
 
A partir de los resultados obtenidos con la expresión diferencial provocada por el 
DMSO, se utilizó la información publicada por (Cole et al., 1998) acerca de la 
clasificación de genes de M. tuberculosis, y se concluyó que la cepa CIBIN99 tuvo un 
incremento mayor a dos veces en la expresión de 6 genes del sistema de metabolismo de 
moléculas pequeñas, 7 involucrados con el metabolismo de macromoléculas y 2 en el 
sistema de procesos celulares. De manera consistente, estos sistemas se han reportado 
modificados en su expresión ante la respuesta de otros xenobióticos (Fisher et al., 2002).  
 
Se ha documentado que el estrés provocado por una exposición a múltiples 
fármacos provoca cambios en la expresión de genes involucrados en rutas metabólicas 
clave como lo son el metabolismo energético, la transcripción, traducción e inducción de 
la regulación de los genes de respuesta al estrés. En este trabajo, algunos de los genes 
sobreexpresados en la cepa CIBIN99 por efecto del DMSO están vinculados con la 
respuesta al estrés, ya que se inducen los genes de choque térmico, los codificantes para 
transportadores, así como los involucrados con el metabolismo de aminoácidos.  
 
Los genes vinculados con transportadores tienen especial relevancia ya que se 
asocian a la resistencia intrínseca de M. tuberculosis ante los antimicrobianos (Waddell 
et al., 2004). De manera particular, se ha reportado la sobreexpresión de genes que 
codifican para probables transportadores en una cepa de M. tuberculosis 
multifármacorresiste, la cual fue expuesta previamente a rifampicina e isoniazida (Jiang 
et al., 2008). En este trabajo, se encontró al gen groES, clasificado dentro de proteínas 
de transporte, con una sobreexpresión significativa en la cepa CIBIN99 con respecto a la 
cepa de referencia H37Rv. El análisis de microarreglos también arrojó datos de 
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expresión diferencial de regiones intergénicas, las cuales no tienen una anotación por no 
estar caracterizadas (Fu and Shinnick, 2007), y que podrían tratarse de genes no 
identificados con funciones específicas involucradas en el fenotipo de resistencia a 
fármacos de primera línea.  
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
8.1. Conclusiones 
 
• Las mutaciones en los genes rrs y rpsL están presentes en el 25% de las 
cepas resistentes a estreptomicina. 
 
• Las mutaciones en los genes katG e inhA están presentes en el 68% las 
cepas resistentes a isoniazida.  
 
• Las mutaciones en el gen embB están presentes en el 75% de las cepas 
resistentes etambutol, pero también se encontraron mutaciones en cepas sensibles a éste 
mismo fármaco. 
 
• Las mutaciones en el gen pncA están presentes en el 23% las cepas 
resistentes a pirazinamida. También se observaron cepas sensibles a pirazinamida con 
mutación en el gen pncA. 
 
• La expresión de genes en las cepas H37Rv y CIBIN99 no presentó 
diferencias significativas bajo las condiciones de manejo y cultivo usadas en este 
trabajo. Sin embargo, cuando las cepas fueron sometidas a tratamiento con 
dimetilsulfóxido (ver Apéndice I) se observó una expresión diferencial entre las cepas 
mencionadas. 
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8.2. Recomendaciones 
 
• Secuenciación de gen rpoB en cepas de estudio. 
 
• Selección y validación de genes candidatos por PCR cuantitativa. 
 
• Caracterización de las regiones intergénicas con perfiles de expresión alterados. 
 
• Analizar la expresión de genes propuestos en aislados de M. tuberculosis con 
diferentes perfiles fenotípicos de fármacorresistencia. 
 
• Obtener clonas de los aislados clínicos de M. tuberculosis para su caracterización 
génica y así eliminar la variabilidad intrínseca de la población heterogénea dentro de las 
cepas. 
 
• Caracterizar a genes de expresión temprana en los aislados clínicos de M. 
tuberculosis sometidos a una exposición de fármacos de primera línea. 
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APÉNDICE I. 
 Análisis de los Perfiles de Expresión de Cepas de M. tuberculosis Expuestas a 
Dimetilsulfóxido, 
 Con la finalidad de proponer genes que por su expresión diferencial se pudiesen 
relacionar con la fármacorresistencia de M. tuberculosis, se realizó un análisis paralelo 
al desarrollo de esta tesis por la M. en C. Katia Peñuelas Urquides, donde se sometieron 
las cepas H37Rv y CIBIN99 a tratamiento con dimetilsulfóxido (DMSO) a una 
concentración de 0.1% durante 4 horas, previo a la extracción de RNA, para analizar la 
expresión génica. El procedimiento se describe a continuación: 
 
METODOLOGÍA 
 
Cultivo de Cepas 
 
1. La activación de las cepas seleccionadas se llevó a cabo en medio de cultivo 
Lowenstein-Jensen y se cultivaron en una incubadora Nuaire ® US airflow CO2 
water jacketed incubator a 37°C con atmósfera de 5% de CO2, por un periodo de 
10 a 15 días, hasta la obtención de biomasa suficiente para ensayos posteriores. 
2. La resiembra se llevó a cabo en medio de cultivo Middlebrook 7H9. Se tomó una 
porción de colonias de M. tuberculosis crecida en medio Lowenstein-Jensen, la 
cual se homogenizó en un tubo de ensayo de 13 × 10 mm conteniendo 2.5 ml de 
agua desionizada estéril y seis perlas de vidrio. El tubo se agitó en vórtex por 3 
min, y se dejó reposar a temperatura ambiente por 1 min, para reducir el riesgo 
de diseminar aerosoles. De la suspensión de micobacterias, con una jeringa 
estéril se inoculó un volumen de 0.15mL en un tubo de ensayo nuevo de 13 × 10 
mm, conteniendo 3 mL de medio de cultivo Middlebrook 7H9 adicionado con 
10% de OADC Middlebrook (suplemento que consiste en ácido oleico, albúmina 
bovina, dextrosa y catalasa). Se determinó la turbidez de la suspensión por 
medición en un nefelómetro Densimat de BioMérieux ® M005230. Los cultivos 
se incubaron a 37°C con 5% CO2, por dos a tres semanas. Se realizó un pasaje de 
los cultivos a un volumen de 13mL de medio de cultivo Middlebrook 7H9, en 
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tubos cónicos de 50 mL de capacidad, con un inoculo de 1.0 mL de cultivo , con 
una densidad de micobacterias equivalente en turbidez al estándar 1 de 
McFarland (1 unidad McFarland es equivalente a 3 × 108 unidades formadoras 
de colonias por mL de E. coli) y se continuó la incubación en condiciones 
estándar con agitación constante, hasta alcanzar una concentración equivalente a 
los estándares de McFarland entre 2.5 y 4.5. 
Extracción de RNA total de cepas H37Rv y CIBIN99 tratadas con Dimetilsulfóxido 
DMSO 
  La extracción de RNA de las cepas de M. tuberculosis se llevó a cabo a partir de 
cultivos líquidos usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones 
del proveedor. Previo a esto, las cepas H37Rv y CIBIN99 se sometieron a una 
exposición de DMSO [0.1%] por 4 horas.  
1. Al cultivo de las cepas H37Rv y CIBIN99 se agregó 10 µl de DMSO, para una 
concentración final de 0.1%. Los cultivos se incubaron por 4 h para las 
condiciones de crecimiento descritas previamente. 
2. Se colocaron 10 ml de cada cultivo en tubos cónicos de 50 ml y se centrifugaron 
20 min a 3,390 rpm en centrífuga CIEC® centra GP8R a 4 °C. 
3. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla micobacteriana se resuspendió en 800 
µl del reactivo TRIzol®. La suspensión fue transferida a microtubos de 1.5 ml y 
se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los 
microtubos fueron agitados por inversión 3 veces, para un tiempo final de 
incubación de 20 min a temperatura ambiente.  
4. La suspensión TRIzol-micobacterias fue transferida a tubos Fast Prep® 
(Qbiogene Inc), el cual contenía perlas de vidrio. 
5. Los tubos se sometieron a tres ciclos de 20 s cada uno en el agitador Fast Prep ® 
a un nivel 6 de velocidad; después de cada ciclo, los tubos se colocaron en hielo 
por 2 min. 
6. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,000 g por 3 min a 4 °C y el 
sobrenadante se transfirió a un microtubo de 1.5 ml.  
87 
 
7. Al microtubo se agregaron 200 µl de cloroformo, se mezcló por inversión por 10 
s, y se incubó durante 3 minutos a temperatura ambiente. 
8. El microtubo se centrifugó a 12,000 g por 15 min a 4 °C, y la fase acuosa se 
transfirió a un microtubo nuevo. 
9. Al sobrenadante se añadieron 500 µl de isopropanol, el tubo se mezcló por 
inversión y se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente. 
10. La muestra se centrifugó a 12,000 g por 10 min a 4°C. 
11. El sobrenadante se desechó y la pastilla de ácidos nucléicos se lavó con 1 ml de 
etanol al 75%. El tubo se volvió a centrifugar a 7,500 g por 5 min a 4 °C, el 
sobrenadante se desechó y la muestra de RNA total se resuspendió en 35 µl de 
TE 1X estéril. 
12. La concentración y pureza del RNA extraído fue determinada en un 
espectrofotómetro Nanodrop Thermo® a una absorbancia de 260 y 280 nm, y la 
integridad del RNA fue evaluada en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro 
de etidio (10 mg/ml). 
 
Análisis de Expresión Usando Microarreglos 
 
Las muestras de RNA total obtenidas por duplicado de las cepas H37Rv y 
CIBIN99 de M. tuberculosis, expuestas y no expuestas a DMSO, fueron enviadas al 
Instituto de Medicina Genómica (INMEGEN) para su marcaje e hibridación en 
microarreglos de Affymetrix. 
 
Los Genechips® de Affymetrix fueron diseñados tomando como base la 
secuencia genómica de M. tuberculosis cepa H37Rv. Los Genechips® contienen todos 
los marcos abiertos de lectura (3,924 ORFs), 738 regiones intergénicas, así como 20 
sondas de apareamiento perfecto y 20 de apareamiento imperfecto como controles 
positivos y negativos, respectivamente. 
 
Tanto el marcaje y la hibridación de cDNA en los microarreglos fueron 
realizados de acuerdo al protocolo establecido por Affymetrix. La lectura de los 
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Genechips® se llevó a cabo usando el software Microarray Analysis Suite 5.0 (MAS5, 
Affymetrix). El análisis de los datos fue realizado con el apoyo de 1) Dra. Claudia 
Rangel Escareño del departamento de genómica computacional del INMEGEN, y 2) del 
Licenciado en Biotecnología Genómica José Dávila Velderrain. La evaluación de la 
calidad de los datos fue realizada utilizando el programa ArrayQualityMetrics del 
paquete Bioconductor en la plataforma R. 
 
RESULTADOS 
Expresión Diferencial de Genes Entre Cepas H37Rv y CIBIN99 Tratadas con 
Dimetilsulfóxido.  
 
Con base en el análisis del INMEGEN, se encontró expresión diferencial entre 
las cepas H37Rv y CIBIN99 tratadas con dimetilsulfóxido (DMSO) [0.1%] durante 4 
horas. Los resultados fueron obtenidos utilizando el criterio de análisis log-Fch>|0.5| y 
el estadístico B>0 (log-odds) (Figura 23, Tablas 20 y 21). 
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Figura 23. Gráfica 1 de volcán del contraste de intensidad de señal de las cepas H37Rv y CIBIN99 
con tratamiento. En el cuadrante superior izquierdo están los genes sub-expresados y en el cuadrante 
superior derecho aquellos sobre-expresados. 
 
Tabla 20 
 
Regiones génicas alteradas en su expresión diferencial entre las cepas H37Rv y 
CIBIN99 sometidas a tratamiento con DMSO. 
 
 Expresión diferencial alterada 
Expresión 
disminuida 
Expresión 
incrementada 
Genes identificados 
(en la base de datos 
de NCBI) 
60 54 6 
Regiones 
intergénicas 162 87 75 
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Tabla 21 
 
Genes alterados en sus perfiles de expresión de las cepas H37Rv respecto a CIBIN99 
sometidas a tratamiento con DMSO. 
Nombre 
del gen log-FC Valor P 
Estadístico 
B 
esxG -2.411 3.50E-07 6.994 
infA -1.508 1.62E-06 5.864 
esxJ -0.836 1.89E-06 5.739 
esxI -1.012 2.50E-06 5.508 
esxH -1.623 3.02E-06 5.350 
nrdH -0.981 6.20E-06 4.721 
rpsI -0.694 8.11E-06 4.478 
mmaA4 -0.852 8.93E-06 4.390 
groES -1.542 1.69E-05 3.793 
whiB1 -1.757 2.10E-05 3.583 
lppA -0.528 4.69E-05 2.793 
oppA -0.709 6.12E-05 2.524 
mkl -1.702 6.39E-05 2.480 
rpsK -0.605 6.49E-05 2.466 
fixA -0.906 7.19E-05 2.362 
thrA -1.098 8.46E-05 2.196 
fadD32 -0.774 9.47E-05 2.079 
rplK -0.659 9.94E-05 2.030 
mce1F -0.744 0.00010456 1.978 
sseC2 -1.301 0.00010478 1.976 
rpsJ -1.197 0.00011657 1.866 
efp -0.808 0.00012883 1.763 
rpmI -1.460 0.00014024 1.674 
tig -0.536 0.00014567 1.635 
ilvN -0.660 0.00015529 1.569 
echA11 0.710 0.00016516 1.504 
rpsL -1.192 0.00017032 1.472 
glnD 0.519 0.00020796 1.263 
ephF -0.523 0.00021953 1.207 
esxH -0.790 0.00024588 1.087 
tuf -0.950 0.00025653 1.043 
lprJ 0.553 0.00026117 1.024 
polA 0.512 0.00026982 0.990 
rpsP -0.813 0.00027568 0.967 
narG -1.296 0.00027649 0.964 
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Tabla 21 (continuación) 
 
Genes alterados en sus perfiles de expresión de las cepas H37Rv respecto a CIBIN99 
sometidas a tratamiento con DMSO. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con base en el análisis del Licenciado en Biotecnología Genómica José Dávila, 
se encontró una expresión diferencial en las cepas H37Rv y CIBIN99 tratadas con 
dimetilsulfóxido (DMSO) [0.1%] durante 4 horas. Los resultados fueron obtenidos 
utilizando el criterio de análisis log-Fch>|1| y el estadístico B>0 (log-odds) (Figura 24 y 
Tablas 22 y 23). 
Nombre 
del gen logFC Valor P 
Estadístico 
B 
mpt64 -1.208 0.00028556 0.930 
lprA -0.723 0.00028959 0.915 
sigE -0.698 0.00029042 0.912 
pknD -0.797 0.00029081 0.910 
kdpD 0.696 0.00030585 0.857 
ppiA -1.671 0.00030813 0.849 
lipF -1.702 0.00031983 0.810 
glnA1 -1.187 0.00033797 0.751 
metK -0.692 0.00034931 0.717 
fadD2 -1.160 0.00036534 0.669 
clpP2 -0.865 0.00037795 0.633 
nusG -0.992 0.00042836 0.500 
glyA2 -0.723 0.00044513 0.459 
rplP -0.704 0.00046535 0.412 
cysA2 -0.990 0.00047033 0.400 
narG -0.747 0.0004895 0.358 
nrdI -0.672 0.00050671 0.321 
rpmJ -0.529 0.00053382 0.265 
yjcE 0.539 0.00055512 0.224 
secY -0.536 0.00056586 0.203 
hupB -0.652 0.00057967 0.177 
cfp17 -1.027 0.00065107 0.053 
sigK -0.807 0.00067332 0.017 
rpsA -1.040 0.00067688 0.012 
rplF -0.679 0.00067758 0.010 
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Figura 24. Gráfica 2 de volcán del contraste de intensidad de señal de las cepas H37Rv y CIBIN99 
con tratamiento. En el cuadrante superior izquierdo están los genes sub-expresados y en el cuadrante 
superior derecho aquellos sobre-expresados en su perfil de expresión diferencial. 
 
Tabla 22 
 
Regiones génicas alteradas en su expresión diferencial entre las cepas H37Rv y 
CIBIN99 sometidas a tratamiento con DMSO. 
 
 Expresión diferencial alterada 
Expresión 
disminuida 
Expresión 
incrementada 
Genes identificados 
(en la base de datos 
de NCBI) 
20 20 0 
Regiones 
intergénicas 42 30 12 
 
 
Tabla 23 
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Selección de genes alterados en sus perfiles de expresión en las cepas H37Rv y 
CIBIN99, aplicando como criterio de selección log-Fch>|1| y el estadístico B. 
 
Nombre 
del gen logFC Valor P 
Estadístico 
B 
esxG -2.411 3.50E-07 6.994 
infA -1.508 1.62E-06 5.864 
esxI -1.012 2.50E-06 5.508 
esxH -1.623 3.02E-06 5.350 
groES -1.542 1.69E-05 3.793 
whiB1 -1.757 2.10E-05 3.583 
mkl -1.702 6.39E-05 2.480 
thrA -1.098 8.46E-05 2.196 
sseC2 -1.301 0.00010478 1.976 
rpsJ -1.197 0.00011657 1.866 
rpmI -1.460 0.00014024 1.674 
rpsL -1.192 0.00017032 1.472 
narG -1.296 0.00027649 0.964 
mpt64 -1.208 0.00028556 0.930 
lipF -1.702 0.00031983 0.810 
glnA1 -1.187 0.00033797 0.751 
fadD2 -1.160 0.00036534 0.669 
rpsA -1.040 0.00067688 0.012 
 
Al contrastar los resultados de los microarreglos de la cepa H37Rv, sensible a los 
fármacos de primera línea y tratada con DMSO, contra los resultados arrojados por los 
microarreglos de la cepa CIBIN99, multifármacorresistente tratada con DMSO, se 
encontró que 20 genes están disminuidos en su expresión al menos dos veces, con una 
probabilidad mayor al 50%. 
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